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ABSTRAKT 
Táto bakalárska práca sa zaoberá problematikou detekcie replikačných počiatkov (oriC) 
v genómoch prokaryotických organizmov. Popisuje rozdiely v procesoch iniciácie replikácie u 
organizmov dvoch domén prokaryotických organizmov – Bacteria a Archea, zaoberá sa 
možnostami prevodu znakových sekvencií DNA do numerických reprezentácií DNA a zároveň 
vyhodnocuje ich použiteľnosť pre detekciu oriC. Ďalej objasňuje spôsoby detekcie oriC a 
popisuje funkciu už existujúcich programov na detekciu oriC. Na záver predkladá návrh nového 
nástroja na detekciu oriC v genómoch baktérií – FindOri a diskutuje výsledky dosiahnuté pri 
testovaní tohoto nástroja. 
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ABSTRACT 
This bachelor’s thesis deals with the problem of origin of replication (oriC) detection in 
genomes of prokaryotic organisms. It describes the differences in the processes of initiation of 
replication in organism of the both procaryotic domains – Bacteria and Archea. It describes the 
possibilities of conversion of DNA sequences into their numeric representaions and evaluates 
their application for oriC detection. Also, it describes different approaches in oriC detection 
and describes te functioning of already present programmes for oriC detection. Finally, it 
suggests a new tool for oriC detection in bacterial genomes – FindOri and discusses results, 
achieved during the testing of this tool. 
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Úvod 
V poslednej dobe rýchlo narastá počet prokaryotických organizmov, ktorých genómy sú presne 
nasekvenované. Tento trend je spôsobený veľkými pokrokmi nielen v oblasti genetiky, ale 
rovnako aj v oblasti bioinformatiky. Toto však so sebou prináša aj mnoho iných, nových 
problémov, ktoré je potrebné vyriešiť. Jedným z takýchto problémov je aj problematika určenia 
replikačného počiatku molekúl DNA zo získaných znakových sekvencií DNA. Toto je potrebné 
vyriešiť najmä z hľadiska formálneho zápisu sekvencií DNA, aby neboli tieto sekvencie 
zapísané a následne uložené tak, že väčsinou kruhovú molekulu DNA predelíme náhodne. 
Týmto spôsobom by mohlo nastať, že by sme sekvenciu DNA predelili v niektorom 
z kódujúcich úsekov a znehodnotili by sme tým informáciu uloženú v tomto mieste sekvencie. 
Preto potrebujeme detekovať replikačné počiatky DNA, aby sme mohli sekvencie zapisovať 
práve od ich začiatku a predišli tak podobným chybám.  
Cieľom tejto práce je teda zhrnúť pre čitateľa informácie o už existujúcich programoch, 
pomocou ktorých je dnes možné replikačné počiatky detekovať. V tejto práci sa teda budeme 
venovať aj podrobnému popisu takýchto programov, rozboru a porovnaniu rôznych 
algoritmických prístupov, vrátane zhodnotenia vstupov a výstupov, ktoré jednotlivé programy 
pre svoju funkciu potrebujú a následne vracajú. 
Na to ale, by sme mohli pochopiť funkciu týchto programov, si musíme najprv pribížiť 
samotný proces iniciácie replikácie DNA v prokaryotickej bunke a popísať rozdiely v týchto 
procesoch pre organizmy dvoch domén prokaryotických organizmov – domény Bacteria 
a domény Archea, čo je ďalším cieľom tejto práce. 
Ako hlavný cieľ tejto práce je návrh vlastného nástroja na detekciu oriC. Tento nástroj 
však bude na detekciu využívať genomické signály, pomocou ktorých bude presne vymedzovať 
pozíciu replikačných počiatkov v genómoch. Na vytvorenie takéhoto nastroja je potrebné 
zhrnúť možnosti koverzie znakových sekvencií na numerické reprezentacie a porovnaním 
s biologickými vlastnosťami sekvencie zistiť, či dané numerické reprezentácie by mohli byť 
použíteľné pre detekciu replikačných počiatkov.  
S využitím vhodných signálových reprezentácií navrhneme metódu rýchlej detekcie 
replikačných počiatkov v bakteriálnych genómoch. Túto metódu na koniec otestujeme na 100 
náhodných genómoch baktérií a účinnosť detekcie budeme určovať v porovnaní 
s najsofistikovanejším nástrojom na detekciu replikačných počiatkov, ktorý dnes poznáme – 
Ori-Finderom. Tieto výsledky potom následne štatisticky vyhodnotíme. 
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1 Proces iniciácie replikácie 
Replikačný počiatok, alebo inak nazývaný oriC úsek DNA zohráva kľúčovú úlohu pri iniciácií, 
jedného z najdôležitejších procesov života bunky, teda aj organizmu – replikácie reťazca DNA. 
Pri replikácií je dôležitých niekoľko enzýmov, ktoré nasadajú na reťazec molekuly DNA 
a katalyzujú proces replikácie. Každý z týchto enzýmov zohráva špecifickú úlohu v tomto 
procese, či už hovoríme o procese vytvárania komplementárneho reťazca DNA k templátu 
pripájaním komplementárnych nukleotidov DNA - polymerázou, alebo rozdelovania 
dvojreťazca DNA DNA - helikázou a veľa iných úloh, ktoré sú pri replikácií DNA kľúčové. 
Tento zložitý proces replikácie však musí na niektorom mieste reťazca začať a to je úloha, ktorú 
zohráva oriC úsek DNA. 
1.1 Proces iniciácie replikácie u domény Bacteria 
Replikácia DNA prokaryotického organizmu začína teda v oriC úseku DNA. Molekuly DNA 
v prokaryotických organizmoch sú vo väčšine prípadoch kruhovitého tvaru, takže DNA reťazce 
nemajú dva voľné konce. 
Na procese iniciácie replikácie zohráva primárnu úlohu proteín DnaA, ktorý dokáže 
identifikovať polohu oriC úseku v sekvencií DNA. Tento proteín rozoznáva oriC na základe 
zloženia tohto úseku DNA, keďže oriC úsek má u baktérií svoje presné zloženie. Samotné oriC 
obsahuje takzvané DnaA-boxy, čo sú presne dané slová v sekvencií DNA, na ktoré sa proteín 
DnaA naväzuje [8]. Samotný proteín DnaA má schopnosť naviazať sa na molekulu DNA 
a katalyzovať proces iniciácie replikácie DNA až potom, čo zreaguje s molekou ATP a vytvorí 
tak ATP-DnaA komlex [1]. OriC vo svojom primárnom zložení obsahuje 5 takýchto DnaA-
boxov, čo znamená, že na jedno oriC sa môže naviazať práve 5 molekúl proteínu DnaA [8]. 
Schematické znázornenie oriC úseku môžme vidieť aj na Obr.1. 
 
Obr. 1: Schematické znázornenie oriC úseku DNA. Upravené z [26] 
Naviazanie proteínu DnaA vyvolá sled ďalších dejov, ktoré vedú k vytvoreniu pre-
replikatívneho komplexu. Najprv každý jeden monomér DnaA naviazaný na reťazci DNA 
vyvolá natočenie reťazca DNA o 40˚, čo v kruhovej molekule vyvolá napätie [26]. K ďalšej 
dôležitej vlastnosti oriC úseku DNA patrí prítomnosť úseku DNA, ktorá je bohatá na bázové 
páry A – T. Konkrétne sa jedná o 13 zhlukov väzbových párov A - T a teda väzbová energia 
tohto úseku je nižšia ako zbytku reťazca DNA. Kôli napätiu v reťazci molekuly DNA, ktoré 
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vzniklo naviazaním proteínu DnaA, sa preto práve v tomto úseku dvojreťazec DNA rozdeluje 
na dve jednotlivé vlákna a vzniká tu replikačná vidlička, z ktorej sa bude replikácia 
v elongačnej fáze replikácie šíriť celou molekulou DNA[8]. Po vytvorení vidličky sa na obe 
strany vidličky naviažu ďalšie molekuly DnaA, ktoré ju stabilizujú. Pre vytvorenie pre-
replikatívneho komplexu je ešte potrebné, aby sa na replikačnú vidličku naviazali proteíny, 
ktoré budú zodpovedné za elongačnú fázu replikácie DNA. Tieto proteíny sú dve helikázy 
DnaB, ktoré sa na replikačnú vidliku ňaviažu pomcou DnaA proteínov, ktoré sú na vidličke už 
prítomné. Spolu s nimi na replikačnú vidličku nasadajú aj dve molekuly proteínu DnaC, ktorý 
figuruje ako nástroj na nasadenie DnaB helikázy a následne po naviazaní, alebo ešte počas 
naväzovania DnaB helikázy sa z reťazca DNA uvôlňuje proteín DnaC. Uvôlnenie proteínu 
DnaC aktivuje aktivitu helikázy DnaB [26]. V záverečnej fáze iniciácie replikácie na obe vlákna 
replikačnej vidličky nasadá proteín primázy, ktorý vytvorí na oboch vláknach primery, ku 
ktorým bude DNA polymeráza III pripájať ďalšie nukeotidy na základe pravidla 
komplementarity. Tá na vlákna replikačnej vidličky nasadá ako posledná a po odviazaní 
molekúl proteínu DnaA sa ukončil proces iniciácie replikácie a replikácia vstupuje do fázy 
elongácie [26]. Celý proces iniciácie replikácie je schematicky znázorenený na Obr.2. 
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Obr. 2: Schematické znázornenie procesov iniciácie replikacie DNA.Upravené z [26] 
Replikácia a predlžovanie replikačného okna prebieha v oboch smeroch, teda obe 
replikačné vidličky postupujú opačným smerom po reťazci DNA, až kým sa nestretnú 
v takzvanom terminačnom úseku, alebo terC úseku DNA [1]. Terminačný úsek sa v prípade 
kruhovitého usporiadania molekuly DNA u organizmov domény Bacteria nachádza na opačnej 
strane kruhovitej molekuly DNA ako úsek oriC a to z toho dôvodu, že sa informácia z celej 
molekuly DNA získava naraz vo forme komplementárneho reťazca DNA k pôvodnému reťazcu 
DNA. 
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Vzhľadom na vyššie popísaný dej replikácie a štruktúru  molekuly DNA vidíme, že 
reťazec molekúl DNA má svoj začiatok a koniec vo forme úsekov oriC a terC. Práve z tohto 
dôvodu sa kôli formalizácií zápisov DNA sekvencií objavili požiadavky na vytvorenie 
nástrojov, ktoré by tieto začiatky repikácie, teda oriC úseky detekovali. Vyššie popísaný proces 
replikácie a proces iniciácie replikácie bol popísaný a úplne pochopený pri skúmaní 
mikrobiologických procesov baktérie E.coli, preto môžeme predpokladať, že tento proces je vo 
veľkej miere rovnaký u všetkých prokaryotických organizmov domény Bacteria. Pravdaže sa 
medzi druhmi bakterií objavujú odlišnosti, napríklad v presnej podobe DnaA-boxov (v ich 
dĺžke a zložení) a zložení úsekov oriC. 
1.2 Proces replikácie u domény Archea 
U organizmov domény Archea sú vzhľadom k vyššie spomínaným procesom určité rozdiely. 
U Archea je hlavný rozdiel v tom, že na iniciácií replikácie sa podieľajú iné proteíny ako 
u baktérií a organizmi Archea môžu mať niekoľko iniciačných oblastí DNA. Poďme si teda 
popísať precesy iniciácie replikácie DNA u Archea. 
U organizmov domény Archea sa v celej sekvencií DNA môže nachádzať hneď 
niekoľko iniciačných úsekov, na ktorých replikácia začína sychrónne v každom životnom cykle 
bunky [3]. Z tohto dôvodu sa musí v bunke nachádzať mechanimus na rozpoznávanie týchto 
iniciačných oblastí DNA. Tento mechanizmus zabezpečuje komplex proteínov ORC (origin 
recognition complex), ktorý sa na takýto úsek DNA naväzuje a má podobnú úlohu ako proteín 
DnaA u baktérií. Ako sme už ale spomínali vyššie, DnaA proteín sa po začatí replikácie 
z reťazca DNA uvôlňuje. U Archea proteínový komplex ORC ostáva naviazaný na reťazci 
DNA až po celý zvyšok bunečného cyklu. Proteínový komplex ORC pozostáva zo 
šiestich separátnych polypeptidov Orc1 – 6. Polypeptid Orc1 je vysoko príbuzný replikačnému 
faktoru Cdc6. Každý organizmus Archea obsahuje aspoň jednu homológiu iniciačných 
proteínov Orc1 a Cdc6, ktoré po naviazaní na reťzec DNA tvoria pre-replikatívny komplex (pre 
– RC) [4] . Každý druh Archea má iný set iniciačných proteínov (či už sa jedná o iné homológie 
Orc1/Cdc6, alebo iné), čo je zrejme spôsobené extrémnymi podmienkami, v ktorých sa Archei 
vyvíjali [5]. 
ORC je teda sekvenčne špecifikým komplexom, ktorý sa vieže len na určitú sekvenciu 
DNA analogicky ako sa DnaA proteín u baktérií viaže na DnaA-boxy. Je taktiež zodpovedný 
za načasovanie iniciácie replikácie a začatie samotnej replikácie [5]. Kým ale u baktérií 
poznáme motív DnaA-boxov, ktorý sa v sekvencií DNA opakuje, u organizov domény Archea 
tento motív nepoznáme, pretože neexistuje presná konsenzuálna sekvencia, ktorá by sa 
opakovala, ako tomu je u baktérií, ajkeď sa u niektorých archeonov dokázala istá podobnosť 
týchto oblastí v tom, že rovnako ako v DnaA-boxoch sa aj tu vyskytoval vysoký obsah A-T 
párov [3]. V tomto prípade tento motív nazývame origin recognition box (ORB). Presné 
zmapovanie troch replikačných počiatkov u organizmu Sulfolobus solfataricus však odhalilo 
presné ORBy tohto organizmu, ktoré boli opačné, opakujúce sa časti reťazca DNA, na ktoré sa 
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naviazal polypeptid Cdc6 – 1 v prvom replikačnom počiatku – oriC1. Tieto ORBy sa taktiež 
opakujú v genómoch viecerych organizmov domény Archea, ajkeď u nich neboli oriC úseky 
experimentáne dokázané [3]. Je zaujímavým faktom, že ORBy v oblasti oriC1 a oriC2 mali 
rôzne usporiadania a tak isto boli väzbové vlastnosti proteínov Orc1/Cdc6 rôzne na týchto 
dvoch počiatkoch. Rovnako, ako bola zistená spojitosť pozície génu kódujúceho proteín DnaA 
pri replikačnom počiatku u baktérií, tak aj u organizmov domény Archea bolo zistené, že pri 
replikačných počiatkoch sa nachádzajú gény pre proteíny Orc1/Cdc6.  
Proces iniciácie replikácie teda začína tým, že proteínový komplex ORC, ktorý 
pozostáva z polypeptidov Orc1 – 6 rozpozná replikačný počiatok a následne sa na reťazec DNA 
v tejto oblasti naviaže proteín Orc1 a po ňom aj zvyšok proteínov z komplexu ORC [3]. Po tom, 
čo sa naviaže ORC na reťazec DNA, spôsobí lokálne rozdelenie tohto reťazca [5]. Po tomto 
molekuly proteínov Cdc6 zreagujú s molekulami ATP a tiež sa naviažu na reťazec DNA. Preto, 
aby bol pre-replikačný komplex kompletný, sa musí ešte na reťazec DNA naviazať helikáza, 
ktorá bude počas elongačnej fázi replikácie rozmotávať molekulu DNA. Práve tento krok je 
zabezpečovaný skorej zmienenými proteínmi, ktorých kombinovaná aktivita s vytvoreným pre-
replikačným komplexom pritiahne molekuly helikázy. Bohužiaľ proces lokálneho rozmotania 
dvojreťazca DNA, procesy, ktoré spúšťajú iniciáciu replikácie DNA, alebo ako proteíny ORC 
a Cdc-6 pôsobia na molekuly ďalších proteínov, ktoré sa podieľajú na elongačnej fáze 
replikácie DNA nepoznáme. Rovnako nepoznáme ani presné molekulárne mechanizmy, ktoré 
sprevádzajú replikáciu DNA u organizmov domény Archea [4].  
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2 Prevod sekvencií DNA na číslicové reprezentácie 
V nasledujúcej kapitole sa budeme zaoberať problematikou prevodu sekvencií znakov DNA do 
čiselných reprezentácií, čim nám vznikne signál, z ktorého neskôr budeme detekovať 
replikačné počiatky DNA.  
Poznáme dva druhy numerických reprezentácií. Sú to numerické reprezentácie fixného 
mapovania a mapovania, založené na fyzikálno-chemických vlastnostiach molekuly DNA [17]. 
Medzi numerické reprezentácie s fixným mapovaním patrí binárna reprezentácia, Vossova 
reprezentácia, tetrahedronová reprezentácia a reprezentácia komplexnými číslami. Do 
kategórie numerických reprezentácií založených na fyzikálno-chemických vlastnostiach 
molekuly DNA patrí DNA-walk, Z-krivka, GC a AT-skew a fázové signály. 
Vzhľadom na to, že zo signálu, ktorý nám vznikne ako výstup jednotlivej numerickej 
reprezentácie, budeme detekovať oriC, numerické reprezentácie s fixným mapovaním nebudú 
pre nás najvhodnejším nástrojom. Je to z toho dôvodu, že výstupom týchto numerických 
reprezentácií nie je konkrétny signál, ale skôr len jeden, alebo viac vektorov, ktoré obsahujú 
informáciu len o prítomnosti, alebo neprítomnosti daného nukleotidu, alebo sú len 
transformáciou znakovej sekvencie DNA do postupnosti čísel, alebo logických núl a jednotiek, 
ktoré pre náš účel nie sú vhodné, pretože oriC úsek DNA má isté vlastnosti, ktoré nie sme 
schopní z takýchto numerických hodnôt sledovať. Výber správnej numerickej reprezentácie, v 
ktorej je vyobrazená a uchovaná informácia o našom záujmovom úseku DNA je teda kľúčom 
k správnej detekcií oriC v sekvencií DNA. 
V tejto kapitole budeme taktiež vyhodnocovať použiteľnosť každej numerickej 
reprezentácie, na účely detekcie oriC. Budeme to robiť na základe realizácie každej použiteľnej 
numerickej reprezentácie balíkom funkcií, ktorý bol vytvorený v programovacom R. Následne 
pre demonštráciu a otestovanie funkčnosti tohto balíku funkcií sú použité genómy zástupcov 
oboch domén – Bacteria a Archea. Konrétne sa jedná o baktériu Escherichia Coli a z radov 
archeí sa jedná o Sulfolobus acidocaldarius. Oba genómy sú ziskané z internetovej databázy 
National Center of Biology Information (NCBI). Pred vlastným výpočtom numerických 
reprezentácií bola ešte na týchto genómoch urobená detekcia oriC pomocou programu Ori-
Finder pre Escherichiu Coli  a pomocou programu Ori-Finder 2 pre Sulfolobus acidocaldarius. 
Pre Escheriu Coli bolo detekované jedno oriC na pozícií 4719078 – 4719455 a pre Sulfolobus 
acidocaldarius detekoval Ori-Finder 2 presne 25 rôznych oriC pozdĺž celého genómu. 
2.1 Binárna reprezentácia sekvencií DNA 
Táto numerická reprezentácia je založená na prevode znakovej sekvencie DNA na binárny 
vektor. Každý znak v DNA je reprezentovaný presne danou postupnosťou núl a jednotiek o 
dĺžke štyri čísla. Adenín je kódovaný číselným vektorom 1000, Tymín je kódovaný ako 0010, 
Cytozín ako 0001 a Guanín ako 0100 [10]. Výsledná numerická reprezentácia, ktorá vznikne 
touto konverziou je teda vektor binárnych hodnôt, ktorý je spätne dekódovateľný na znakovú 
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sekvenciu, pri prechádzaní vektora oknom o dĺžke 4 prvky a spätnom prevode na znaky 
jednotlivých báz.  
Táto numerická reprezentácia je ale pre naše učely nepoužiteľná, keďže grafická 
reprezentácia takýchto binárnych vektorov je príliž zložitá a nemá žiadnu výpovednú hodnotu 
o oriC, pretože nie je možné podľa nej prakticky sledovať napríklad trend obsahu guanínu a 
citozínu v sekvencií, ako je to napríklad u krivky GC-disparity, vypočítanej zo Z-krivky, ktorú 
si popíšeme neskôr. 
2.2 Vossova reprezentácia 
Vossova numerická reprezentácia je vlastne druhom binárnej numerickej reprezentácie 
sekvencie DNA. Ide o 4D binárnu reprezentáciu DNA, kde 4 binárne vektory reprezentujú 
výskyt každej báze v sekvenicií, kde v prípade, že sa na danej pozícií v sekvencií objaví istá 
báza, na tej istej pozícií v jej zodpovedajúcom vektore sa zapíše logická 1 a v ostatnych 
vektoroch sa zapíše logická 0 [14][16]. Toto sa dá vyjadriť pomocou vzťahu 
 𝑢𝑥(𝑛) = {
1, 𝑠𝑛 = 𝑋
0, 𝑠𝑛 ≠ 𝑋
, 𝑋 ∈ {𝐴, 𝐶, 𝑇, 𝐺} (4)  
 Ako príklad by som uviedol sekvenciu ACTGCA. Táto sekvencia sa pomocou 
Vossovej reprezentácie prepíše na vektory 
 𝑢𝐴(𝑛) = [100001], 
 𝑢𝐶(𝑛) = [010010], 
 𝑢𝐺(𝑛) = [000100], 
 𝑢𝑇(𝑛) = [001000] (5) 
Výstupom tejto metódy numerickej reprezentácie sú opäť len vektory logických 
jednotiek a núl, pričom narážame na podobné problémy ako u predchádzajúcej metódy 
numerickej reprezentácie. Jedným z hlavných problémov tejto numerickej reprezentácie je opäť 
veľmi obmedzená možnosť grafického znázornenia a táto numerická reprezentacia nenesie 
žiadnu informáciu o biochemických vlastnostiach sekvencie DNA a teda detekcia oriC úseku 
nie možná. 
2.3 Tetrahedrónová reprezentácia 
Tetrahedrónová reprezentácia je grafická reprezentácia, kde jednotlivé nukleotidy sú 
znázornené ako vrcholy pravidelného štvorstenu - tetrahedronu a kde každá z jeho hrán 
reprezentuje istú biochemickú vlastnosť nukleotidov, čo je ukázné na Obr. 4: Tetrahedron 
vložený do jednotkovej kocky. Upravené z [15]Obr. 3 [15].  
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Obr. 3: Tetrahedrónové znázornenie nukleotidov. [15] 
Každý nukleotid je pri tejto reprezentácií vyjedrený tromi súradnicami, ktoré sú zároveň 
aj vzdialenosti daného vrcholu štvorstenu od počiatku súradnicovej sústavy.  
V tomto prípade vektory z počiatku súradnicovej sústavy do vrcholov môžeme vyjadriť 
podľa vzťahov 
 𝐴 =  ?⃗⃗? 
 𝐶 =  
2∙√2
3
 𝑖 +
√6
3
 𝑗 −
1
3
?⃗⃗? 
 ?⃗? =
2∙√2
3
 𝑖 −
√6
3
 𝑗 −
1
3
?⃗⃗? 
 ?⃗⃗? =
2∙√2
3
 𝑖 −
1
3
?⃗⃗? (6) 
 
Obr. 4: Tetrahedron vložený do jednotkovej kocky. Upravené z [15] 
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Pre zjednodušenie umiestnime tetrahedron do jednotkovej kocky, čo znamená, že 
veľkosť vektorov z počiatku do vrcholov je 1. Potom Adenín bude vyjadrený ako A=(1,1,1), 
Guanín ako G=(-1,-1,1), Cytozín ako C=(-1,1,-1) a Tymín ako T=(1,-1,-1) a tieto vektory 
môžeme vyjadriť ako 
 ?⃗? =  ?⃗? + ?⃗? + 𝑧 
 𝑐 = ?⃗? − ?⃗? − 𝑧 
 ?⃗? = −?⃗? − ?⃗? + 𝑧 
 𝑡 = −?⃗? + ?⃗? − 𝑧. (7) 
Výstup je potom v podobe troch vektorov, ktoré sú vektory hodnôt jednotlivých súradíc 
nukleotidov, ktoré sa v znakovej sekvencií nachádzajú. Táto numerická reprezentácia nie je 
opäť vhodná pre predikciu oriC, keďže ide o podobnú transfomáciu, ako je Vossova 
reprezentácia a teda dôvody, prečo je táto reprezentácia nevhodná, sú rovnaké. 
2.4 Fázové signály 
Fázové signálové reprezentácie vychádzajú z reprezentácie nukleotidov v komplexnej rovine, 
ako to môžeme vidieť na Obr. 5.  
 
Obr. 5: Komplexné vyjadrenie nukleotidov. [15]. 
Takéto vyjadrenie nukleotidov v komplexnej rovine získame, keď urobíme projekciu 
tetrahedronu v rovinách x a y a zobrazíme ju v komplexnej rovine, teda s reálnou 
a imaginárnou osou. Z Obr. 5 je zjavné, že v tomto prípade sú nukleotidy vyjadrené 
komplexnými číslami nasledovne: 
 𝑎 = 1 + 𝑗 
 𝑐 = −1 − 𝑗 
 𝑔 = −1 + 𝑗 
 𝑡 = 1 − 𝑗 (8) 
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Fázu každého z nukleotidov dostaneme, keď položíme vektor z počiatku súradnicovej 
sústavy do pozície daného nukleotidu. Potom natočenie tohto vektora vzhľadom na reálnu osu 
je fázou daného nukleotidu [18]. V tomto prípade sú nukeotidy vyjadrené ako 
 𝜑𝐴𝐴 =
𝜋
4
,  
 𝜑𝐺𝐺 =
3𝜋
4
, 
  𝜑𝐶𝐶 = −
3𝜋
4
  
 𝜑𝑇𝑇 = −
𝜋
4
  (9) 
a prevedená znaková sekvencia je sledom týchto hodnôt. 
Ďalší signál, ktorý z týchto hodnôt môžeme získaťje kumuluvaná fáza. Kumulovanú 
fázu dostaneme, keď budeme postupne ku každému vzorku postupnosti pričítať sumu hodnôt 
všetkých jemu predchádzajúcich vzorkov. 
Tretím typom fázového signálu je takzvaná rozbalená fáza, kedy sa rozdiel medzi 
absolútnymi hodnotami nasledujúceho a jemu predchádzajúceho vzorku postupnosti udržuje na 
nižšej hodnote ako π. Toho sa dá dosiahnuť tak, že v prípade presiahnutia tejto absolútnej 
hodnoty cez hodnotu π, odčítame od tejto hodnoty hodnotu 2π. Takýto fázový signál odstráni 
klesajúcu, alebo rastúcu tendenciu kumulovanej fáze a umožňuje sledovať len globálny trend 
vývinu fáze signálu. 
Obr. 6: Kumulovaná fáza testovacej sekvencie E.coli  
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Ako môžeme na 
Obr. 6: Kumulovaná fáza testovacej sekvencie E.coli vidieť, v krivke kumulovanej fáze sa na 
miestach, kde Ori-Finder predikoval oriC nachádza globálne minimum krivky. To je jasným 
náznakom, že tento druh numerickej reprezentácie je použiteľný na účely predikcie DNA. 
U rozbalenej fáze, ktorú môžeme vidieť na 
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Obr. 7, je odstránená klesajúca tendencia signálu a krivka je na celom jej priebehu 
rastúca a nenachádzajú sa v nej žiadne peaky, čiže tento druh signálu pre nás nemá žiadnu 
výpovednú hodnotu, čo sa predikcie oriC týka. 
 
Obr. 7: Rozbalená fáza testovacej sekvencie E.coli 
Kumulovná fáza na Obr. 8 genómu Sulfolobus acidocaldarius nám dokazuje, že je 
bohužial nevhodná, vzhľadom na to, že analýza Ori-Finderu 2 predikovala 25 oriC úsekov a nie 
je žiadny spôsob, ako by sme mohli  z tohto signálu určiť, ktorý peak znamená prítomnosť oriC, 
keďže v sebe signál obsahuje vysokofrekvenčné zložky a nemá pravidelný, lineárny charakter 
ako je tomu u E.coli. 
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Obr. 8: Kumulovaná fáza genómu Sulfolobus acidocaldarius 
2.5 Z-krivka 
Z-krivka je krivka, ktorá si našla široké uplatnenie v oblasti analýzy DNA. Je to 
trojdimenzionálna krivka, ktorá vzniká Z-transformáciou znakovej sekvencie DNA, ktorá je 
počítaná postupne v uzloch výpočtov P0 … PN, kde N je počet znakov v sekvencií DNA [12]. 
Súradnice hodnôt krivky v trojdimenzionálnej súradnicovej sústave získavame teda podľa 
týchto troch vzťahov: 
 𝑥𝑛 = (𝐴𝑛 + 𝐺𝑛) − (𝐶𝑛 + 𝑇𝑛), 
  𝑦𝑛 = (𝐴𝑛 + 𝐶𝑛) − (𝐺𝑛 + 𝑇𝑛), 
 𝑧𝑛 = (𝐴𝑛 + 𝑇𝑛) − (𝐺𝑛 + 𝐶𝑛), 
 𝑥𝑛, 𝑦𝑛, 𝑧𝑛 ∈ [−𝑁, 𝑁], 𝑛 = 0,1,2, … , 𝑁, (10) 
kde xn, yn a zn sú súradnice na jednotlivých  osiach, An, Tn, Cn, Gn sú kumulatívne výskyty 
daných báz v jednotlivých uzloch výpočtov. Na začiatku definujeme, že 𝐴0 = 𝑇0 = 𝐺0 =
𝐶0 = 0 a teda aj 𝑥0 = 𝑦0 = 𝑧0 = 0, čo to v praxi znamená, že Z-krivka má počiatok v bode 
(0,0) súradnicovej sústavy. 
Vzťahy výpočtov súradníc jednotlivých výpočtových bodov Z-krivky môžme ešte 
nasledovne upraviť poďla biochemických vlastností jednotlivých báz  
 𝑥𝑛 = 𝑅𝑛 − 𝑌𝑛, 
 𝑦𝑛 = 𝑀𝑛 − 𝐾𝑛, (11)  
 𝑧𝑛 = 𝑊𝑛 − 𝑆𝑛, 
 𝑛 = 0,1,2, … , 𝑁, 
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kde xn, yn a zn sú súradnice na jednotlivých  osiach a Rn, Yn, Mn, Kn, Wn a Sn reprezentujú bázy 
purínov, pyrimidínov, amino a keto bázy a komplementárne páry so slabými a silnými 
vodíkovými väzbami.  
Z tohto vyjadrenia vzťahov na výpočet Z-transformácie znakovej sekvencie DNA je 
viditeľné, že osa x reprezentuje zastúpenie purínových a pyrimidínových báz, osa y 
reprezentuje zastúpene amino a keto báz a osa z reprezentuje zastúpenie bázových párov so 
slabými a silnými vodíkovými väzbami [13]. Z-krivka teda zachováva aj informáciu o 
biochemických vlastnostiach sekvencie DNA, čo je pri predikcií oriC úseku DNA dôležitou 
vlastnosťou numerickej reprezentácie.  
Keďže je dĺžka krivky závislá na počte výpočtových uzlov a teda posledný výpočtový 
uzol PN je súhlasný s posledným znakom v znakovej sekvencií DNA, je možná aj spätná 
transformácia Z-krivky na znakovú sekvenciu DNA. Táto spätná transformácia sa získava 
výpočtom podľa vzťahu  
 (
𝐴𝑛
𝐶𝑛
𝐺𝑛
𝑇𝑛
) =
𝑛
4
 × (
1
1
1
1
) +
1
4
× (
1 1 1
−1 1 −1
1 −1 −1
−1 −1 1
) × (
𝑥𝑛
𝑦𝑛
𝑧𝑛
), (12) 
kde  An, Tn, Cn, Gn sú kumulatívne výskyty daných báz a xn, yn a zn sú súradnice na 
jednotlivých  osiach. 
 
 
Obr. 9: 3D Z-krivka testovacieho genómu E.coli 
Pre detekciu oriC je dôležité sledovať podiel obsahu nukleotidov A a T a nukleotidov 
G a C naprieč celou molekulou DNA, pretože na tom sa zakladá detekcia oriC na základe 
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asymetrie DNA, ako si to ešte vysvetlíme ďalej v kapitole 3.1. Preto zo samotnej Z-krivky, ako 
je vyobrazená na Obr. 9nie sme schopní stanoviť presnú pozíciu oriC. Je potrebné urobiť úpravu 
tejto krivky tak, aby sme boli schopní podiely týchto nukleotidových párov sledovať. Urobíme 
preto výpočet kriviek AT-disparity a GC-diparity, ktoré sa vypočítavajú z osí xn a yn Z-krivky 
podľa vzťahov: 
 𝐴𝑇 − 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑎𝑟𝑖𝑡𝑦 = (𝑥𝑛 + 𝑦𝑛)/2, 
 𝐺𝐶 − 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑎𝑟𝑖𝑡𝑦 = (𝑥𝑛 − 𝑦𝑛)/2, (13) 
kde xn a yn sú n-té vzorky daných ôs. Po prepočte vyzerajú tieto krivky ako sú 
vyobrazené na ďalšej strane na Obr. 10a Obr. 11. 
 
Obr. 10: Krivka GC-disparity vypočítaná zo Z-krivky genómu organizmu E.coli. 
Ako môžeme vidieť, z krivky GC-disparity, opäť sa jej lokálne minimum nachádza na 
pozícií, kde bolo detekované oriC. Ajkeď ako si na Obr. 11 je krivka AT-disparity zjavne 
zašumená, na pozícií predikovaného oriC sa opäť nachádza globálne maximum krivky, ajkeď 
je tento peak len nepatrne vačší ako jeho susedný peak, ktorý sa nachádza na vzdialenejšej 
pozícií v genóme. 
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Obr. 11: Krivka AT-disparity vypočítaná zo Z-krivky genómu organizmu E.coli. 
Na ďalšej strane, na Obr. 12 ,sa na chádza krivka GC-disparity genómu Sulfolobus 
acidocaldarius a na Obr. 13 je zobrazená krvka AT-disprarity. Môžme si všimnúť, že GC-
disparity a AT-disparity krivky sú silne zašumené, s niekoľkými peakmi. Analýza Ori-
Finderom2 preukázala prítomnosť 25 oriC úsekov v celom genóme. Analýza pomocou našej Z-
krivky ale preukázala prítomnosť len jedného, poprípade dvoch oriC v genóme tohto 
organizmu. Analýza je tak vysoko nepresná. 
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Obr. 12: Krivka GC-disparity genómu archeje Sulfolobus acidocaldarius. 
 
Obr. 13: Krivka AT-disparity pre zástupcu archeí Sulfolobus acidocaldarius 
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2.6 DNA-walk 
DNA-walk je pravdepodobne jedna z najprirodzenejších numerických reprezentácií zo 
všetkých. Jedná sa totiž o to, že každej báze v molekule DNA sa najskôr priradia súradnice, 
teda Adenín bude mať súradnice (-1,0,1), Guanín (1,0,1), Citozín (0,1,1) a Tymín (0,-1,1)  [11]. 
Krivku začíname vykreslovať v bode (0,0,0) karteziánskeho súradnicového systému a 
postupne, ako čítame sekvenciu znakov DNA, sa pohybujeme, alebo “kráčame” v súradnicovej 
sústave, podľa toho, o aký znak ide. Postupne pričítame, alebo odčítame od súradníc posledného 
koncového bodu, podľa toho, aký znak nasleduje a aké dostal pridelené súradnice na začiatku. 
V našom prípade, ak ide o bázu Adenín, koncový bod krivky sa pohne kladne v smere osi z a 
záporne v smere osi x , ak pôjde o bázu Guanínu, koncový bod sa pohne kladne v smere osi x 
a kladne v smere osi z, v prípade bázy citozínu, sa pohne v kladnom smere osi y a kladne v 
smere osi z a na záver v prípade Tymínu sa pohneme zýpornom smere osi y a kladne v smere 
osi z. Ako sme si mohli všimnúť, pri každej z báz sa pohybujeme kladne v osi z a rozdiely 
podľla nukleotidov sú len v smeroch v osiach x a y. Tretia osa, osa z, teda nezachytáva obsahové 
zloženie sekvencie, ale je zavedená skôr kôli tomu, pretože v 2D priestore, pri určitom zložení 
znakovej sekvencie DNA, sa môže krivka DNA-walku prekryť sama sebou a tomu sa snažíme 
zavedením osi z vyhnúť a výstupom je teda krivka v trojdimenzionálnom priestore. 
Pridelené súradnice by sme ešte mohli pre naše účely modifikovať a to tak, aby sme sa 
pozdĺžnym smerom osi y pohybovali v prípade, že sa jedná o komplementárny pár báz A a T a 
v smere osi x, keď sa jedná o jednu z komplementárnych báz G a C. Teda pridelené súradnice 
by vyzerali nasledovne: A=(0,1,1), T=(0,-1,1), G=(1,0,1) a C=(-1,0,1). Pre naše účely by táto 
varianta bola vhodnejšia, keďže oriC úsek DNA je charakteristický tým, že tesne pred ním sa 
nachádza oblasť bohatá na bázové páry A a T a teda, keby sme si premietli krivku práve v osi 
y, boli by sme schopní tieto oblasti identifikovať. 
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Obr. 
14: 3D DNA-walk genómu E.Coli.
 
Obr. 15: Krivka projekcie 3D DNA-walku v jej osiach x a z. 
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Na 
Obr. 
14 môžme vidieť krivku DNA-walku v 3D priestore testovacieho organizmu E.coli a následne 
na Obr. 15 je projekcia krivky DNA-walku v osiach x a z, ktorá opäť spĺňa všetky predpoklady 
na detekciu oriC, teda sa v okolí predikovanej pozície oriC opäť nachádza globálne minimum 
funkcie.  
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Obr. 16: DNA-walk genómu Sulfolobus acidocaldarius 
DNA-walk genómu organizmu Sulfolobus acidocaldarius, rovnako ako predchádzajúce 
numerické reprezentácie nenaznačuje prítomnosť všetkých oriC úsekov v genóme tohto 
organizmu. Preto nie je ani táto metóda použiteľná pre organizmy domény Archea. 
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3 Detekcia oriC v sekvencií DNA 
V tejto kapitole si načtrneme tri možnosti ako, alebo podľa čoho detekovať oriC v genóme 
prokaryotických organizmov a povieme si, ktoré metódy používajú niektoré, už existujúce 
algoritmy. 
3.1 Detekcia oriC na základe asymetrie DNA 
Vôbec prvým spôsobom detekcie oriC úsekov je detekcia oriC pomocou asymetrie DNA, ktorú 
prvýkrát popísal J. Lobry v roku 1996 [1]. Pod asymetriou DNA rozumieme asymetriu 
nukleotidovej kompozície v reťazci DNA, ktorá sa vykresľuje do krivky. Získáva sa ako podiel 
komplementárnych nukleotidových párov na kompozícií reťazca DNA. Ako príklad môžme 
uviesť tzv. GC skew, ktorý sme si už popísali v kapitole Chyba! Nenašiel sa žiaden zdroj 
odkazov.. 
 Dôvodom tejto asymetrie môže byť rôzny mutačný tlak na primárnom vlákne DNA 
a sekundárnom vlákne DNA. Keďže na primárnom vlákne DNA sú nukeotidy už usporiadané 
od 5’ konca, ku 3’ koncu a replikácia tak prebieha kontinuálne bez prerušenia a na sekundárnom 
vlákne sú nukleotidy usporiadané opačne, teda od 3’ konca ku 5’ koncu a replikácia tu prebieha 
prerušovane v Okazakiho fragmentoch [24], je väčšia pravdepodobnosť, že pri replikácií 
nastane chyba a teda zámena nukleotidov. 
Dôvodov asymetrie DNA poznáme viac, ako je to uvedené v článku [20], ale ten, ktorý 
sa na asymetrií DNA, ktorú môžme vidieť aj na Obr. 10 v kapitole 2.5 o numerickej 
reprezentácií Z-krivkou, je ten, že podľa teórie deaminácie cytozínu je najpravdepodobnejšou 
mutáciou deaminácia cytozínu a teda jeho transformácia na tymín, alebo uracil. Preto môžme 
sledovať prevahu Guanínu a Tymínu na vedúcom vlákne a naopak prevahu Adenínu a Cytozínu 
na vlákne sekundárnom. Práve z tohto dôvodu bude v oriC úseku GC-skew a tak isto aj DNA-
walk meniť svoju polaritu, keďže ako zo zdroja [1] vyplýva, v oriC sa mení sekundárne vlákno 
DNA na primárne. Práve preto sa v týchto miestach predpokladá výskyt oriC úseku. Túto 
vlastnosť môžeme jasne vidieť na Obr. 17A, Obr. 17C a Obr. 17H. 
3.2 Detekcia oriC na základe zhlukov DnaA-boxov 
Lokalizácia oriC podľa asymetrie DNA je však len približnou lokalizáciou oriC, keďže nie sme 
presne schopní z krivky identifikovať pozíciu odkiaľ sa oriC začína a kde končí.  
Oveľa presnejším spôsobom lokalizácie oriC u baktérií je vyhľadávanie zhlukov DnaA-
boxov [8]. Ako už bolo spomenuté, prvým a najdôležitejším krokom iniciácie DNA u baktérií 
je vytvorenie komplexu ATP-DnaA a nasadnutie tohto komplexu na reťazec DNA, konkrétne 
na DnaA-boxy, čo sú úseky DNA s presným konsenzuálnym zložením. Toto presné zloženie 
DnaA-boxov sa nazýva motív DnaA-boxov. Keďže bol experimentálne dokázaný motív DnaA-
boxov u baktérie Escherichia coli, je tento motív pokladaný za ideálny motív. Bohužiaľ u 
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každého orgnizmu sa tieto motívy líšia. Motívy sa teda u všetkých organizmov začali 
vyhľadávať algoritmom, ktorý hľadal zhluky ideálnych DnaA-boxov, pri čom sa mohli ich 
motívy líšiť najviac o jeden znak od toho ideálneho.  
Výpočet hustoty DnaA-boxov prebieha tak, že sekvenciu DNA prechádza okno, ktoré 
vypočítava hodnotu b v každom okne podľa 
 b =  1/d,  (14) 
kde hodnota d je suma vzdialeností daného okna od dvoch predchádzajúcich okien. Ideálny 
motív DnaA-boxu je TTATCCACA. V každom okne porovnávame naše dané slovo 
z analyzovanej sekvencie DNA s 28 možnými motívami, ktoré sa od toho ideálneho nelíšia 
o viac než 1 znak a vzdialenosť týchto dvoch slov je naša hľadaná vzdialenosť [1].  
3.3 Detekcia oriC na základe prítomnosti génu dnaA 
Posledným znakom oriC úseku, ktorý sa vyskytoval u všetkých experimentálne dokázaných 
oriC úsekov, bola prítomnosť génu kódujúceho, u baktérií proteín dnaA a u archeí proteín 
Orc1/Cdc6, alebo ich homológie u daného organizmu archea [6]. 
Poloha tohto génu však v niektorých prípadoch nebola zhodná ako poloha oriC, čo 
môžeme vidieť u organizmov Stretptococcus pneumoniae na Obr. 17B, Mesorhizobium loti  na 
Obr. 17D a Synechococcus sp. WH8102 na Obr. 17E, ktoré sú na ďalšej strane, a teda to nie je 
pravidlom [1]. 
Na koniec, ako upresnenie pozície oriC sa používa porovnávanie výsledkov každej 
z týchto analýz a presne sa určí predpkladaná pozícia replikačnégo počiatku oriC. 
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Obr. 17: Grafy zobrazujúce asymetriu DNA (sivá krivka), distribúciu DnaA-boxov (čierne vertikálne čiary 
s kosoštvorcami na vrchu) a polohu génu pre iniciačný proteín DnaA (poloha označená čiernou čiarou na vrchu 
grafu). [1] 
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3.4 Algoritmy na detekciu oriC 
V nasledujúcej kapitole si krátko predstavíme nikoľko už existujúcich algoritmov na detekciu 
oriC. Princíp každého z algoritmov je približne rovnaký, odlišnosti vznikajú len v druhoch 
použitých numerických reprezentáciach a spôsobe ich kombinácie, aby bola zistená presná 
poloha oriC v genóme. 
Oriloc 
 Oriloc je vôbec prvým algoritmom na detekciu oriC v genómoch baktérií. Tento algoritmus je 
voľne dostupný na internetovej stránke http://pbil.univ-lyon1.fr/software/Oriloc/oriloc.html  
ako voľne stiahnuteľný balík funkcií pre programovacie prostredie R. Bol vytvorený dvojicou 
pánov A. C. Frank a J. R. Lobry v roku 2000. 
Algorytmus je schopný analyzovať genómy baktérií, ktoré sú uložené vo formáte 
FASTA. Postup analýzy je nasledovný [2]. Prvým krokom je vytvorenie krivky DNA-walku z 
každého tretieho nukleotidu v sekvencií, teda vytvorenie počiatočnej predstavy rozloženia 
nukleotidov pozdĺž genómu a sledovanie lokálnych a globálnych deviácií krivky, ktoré menia 
znamienko práve v mieste oriC z kladného na záporné a v mieste terC zo záporného na kladné.  
Pri DNA-walku je na osi x zobrazená distribúcia nukleotidov A a T, pričom súranice 
nukleotidu A sú (-1,0) a nukleotidu T sú (1,0). Na osi y sú potom zobrazené nukleotidy C a G, 
so súradnicami C=(0,1) a G=(0,-1). Priebeh DNA-walku je zobrazený na Obr. 188a. Z tejto 2D 
reprezentácie DNA-walku dostaneme 1D signál projekciou v rovine, ktorá na Obr. 18 smeruje 
približne na 11. hodinu. Takýto priebeh signálu je zobrazený na Obr. 188b, už s vyznačenými 
oriC (maximum krivky) a terC (minimum krivky). 
 
Obr. 18: Grafy DNA-walku vytvoreného programom Oriloc. [2] 
Pre overenie správnosti predikcie oriC úseku sa ešte pomocou nástroja Glimmer 2.0[25] 
zistia kódujúce úseky DNA, aby sa zistilo, či náhodou predikované oriC neleží v jednom 
z týchto úsekov. Ak by sa potvrdilo, že predpokladané oriC leží v kódvanom úseku DNA, je 
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vysoký predpoklad, že daná predikcia je nesprávna. Posledným overovacím krokom tohto 
algoritmu je vypočítanie percenta kódujúcich úsekov na danom vlákne DNA. Ak tato analýza 
zistí, že je toto percento menej ako 50%, je opäť predikcia nesprávna, pretože na vedúcm 
vlákne, z ktorého predikciu robíme, musí byť percento kódujúcich úsekov DNA nad 50% [19]. 
Comparative Genomics software (CG-software) 
Tento program je napísaný v programovacom jazyku R a jeho vstupom môžu byť len súbory 
formátu GenBank. Algoritmus potom  pracuje na podobnom princípe ako Oriloc, keď celú 
sekvenciu rozdelí na prekrývajúce sa okná, z ktorých vytvorí postupne GC-skew, AT-skew 
a DNA-walk [6]. Na základe týchto troch kriviek sa potom rozhoduje, na ktorých pozíciach sa 
nachádza oriC.  
Na rozdiel od algoritmu Oriloc, CG-software neziťuje pozíciu kódujúcich 
a nekódujúcich častí DNA. Ďalším rozdielom tohto algoritmu je samotné určenie pozície oriC 
a terC. Kím sa v kombinovanej krivke DNA-walku vytvorenej algoritmom Oriloc ako oriC 
považovalo globálne maximum krivky a potom za terC sa označovalo globáne minimum 
krivky, u GC-skew je to práve naopak. Z toho vyplýva, že za oriC sa považuje globálne 
minimum a za terC sa považuje globálne maximum krivky.  
Graph-DNA program 
Program Graph-DNA je písaný v programovacom jazyku Java. Metóda predikcie oriC týmto 
programom záleží len na užívateľovi. Ponúka totiž možnosť výberu z niekoľkých druhov 
kriviek, ako je napríklad DNA-walk, kumulatívne dinukleotidové krivky, alebo purínové/keto 
krivky [20]. Všetky zvolené krivky sa zobrazujú v jednom okne, aby mal užívateľ možnosť 
porovnať výsledky jednotlivých metód a vybrať si tú, podľa požiadaviek, najefektívnejšiu. 
Program vie spracovávať sekvencie zo súborov vo formátoch GenBank, FASTA a EMBL. 
Z-plotter 
Opäť sa jedná o voľne dostupný program na internete (konkrétne z http://tubic.tju.edu.cn/ 
zcurve/zplotter_ download/download_zplotter.htm ). Vstupom programu môže byť súbor vo 
formáte FASTA, alebo ručne zadaná sekvencia DNA. Tento program využíva len jednu metódu 
predikcie oriC a síce, ako už názvu vyplýva, ide o Z-krivku [21]. Ako sme si už v kapitole 2.5 
povedali, v Z-krivke reprezentuje osa x distribúciu purínov oproti pyrimidínom, osa y amino 
oproti keto nukleotidom a osa z komplementárne bázy so silnou väzbou oproti slabej väzbe. 
Z toho môžeme detekovať oriC na globálnom maxime projekcie Z-krivky v rovine, ktorá 
prechádza osou x. 
Ori-Finder 
Ori-Finder je najsofistikovaješím a nástrojom na detekciu oriC, ktorý bol doteraz vytvorený. Je 
zároveň aj najpresnejším nástrojom, keďže skĺbuje hneď niekoľko metód detekcie oriC 
a výsledná pozícia oriC je ovplyvnená všetkými použitými metódami. Toto zabezpečuje 
vysokú presnosť predikcie. Na detekciu využíva Ori-Finder Z-krivku, projekcie v každej jej osi, 
distribúciu zhlukov DnaA-boxov pozdĺž celej sekvencie DNA, vyhľadáva gény kódujúce 
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enzýmy, ktoré sa podieľajú na iniciácií replikácie a je známe, že sa často nachádzajú v blízkosti 
oriC úseku DNA [22]. Výstupom tohto programu, ako môžeme na Obr. 19 vidieť, je tabuľka 
atribútov o oriC, medzi ktorými je dĺžka celej zadanej sekvencie DNA, dĺžka oriC úseku DNA, 
podiel nukleotidov G a C na celkovom obsahu nukleotidov v sekvencií, obsah nukleotidov 
A a T v úseku oriC, počet detekovaných DnaA-boxov v úseku oriC, presná pozícia oriC 
v sekvencií a mnoho ďalšieho.  
 
Obr. 19: Tabuľkový výstup internetového nástroja na detekciu oriC – Ori-Finder. 
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V tabuľke môžeme nájsť aj odkaz na grafický výstup programu v riadku tabuľky s názvom Z-
curve. Po rozkliknutí sa nám zobrazí niekoľko grafov, ktoré sú zobrazené v jednom okne ako 
to môžeme vidieť na Obr. 20. 
 
Obr. 20: Grafický výstup internetového nástroja Ori-Finder. Preložené popisky ôs a legenda:  AT-disparity – 
podiel nukleotidov A a T, GC disparity – podiel nukleotidov G a C, RY disparity – podiel 
purínov a pyrimidínov, MK disparity – podiel amino skupín a keto skupín nukleotidov, DnaA box clusters – 
zhluky DnaA-boxov, Base disparity – rozdielnosť báz, n – pozícia v genóme. 
Na vstup programu Ori-Finder môžeme pridať ručne zadané sekvencie znakov DNA, 
alebo aj súbory vo formáte FASTA, alebo GenBank. Program Ori-finder obsahuje nástroje, 
ktoré počítajú zvlášt každú metódu analýzy DNA a nástroj s ZCURVE 1.02, čo je nástroj na 
určenie vyššie spomínaných génov, ktoré ležia v blízkosti oriC úseku. Na zosúladenie všetkých 
týchto nástrojov ešte obsahuje Ori-Finder samostatný skript napísaný v programovacom jazyku 
Pearl. 
Ori-Finder 2 
Ori-Finder 2 je obdobou Ori-Finderu pre organizmy Archea. Vstupy a výstupy programu sú 
rovnaké ako u Ori-Finderu, ale odlišnosti sú v metódach detekcie oriC [23]. Keďže proces 
iniciácie replikácie DNA je odlišný ako u baktérií, musíme na detekciu oriC u archeí aplikovať 
iné nástroje ako u baktérií. 
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Prvým, veľmi dôležitým krokom pri detekcií ori u archeí je predikcia kódujúcich úsekov DNA 
a následná detekcia génov pre enzýmy, ktoré sa podieľajú na iniciácií replikácie DNA. Ďalším 
krokom je analýza nekódujúcich úsekov nástrojom Find Individual Motif Occurrences (FIMO), 
ktorý zisťuje vzhľad motívov analogických DnaA-boxom u baktérií, takzvané origin recogntion 
boxy (ORB). Na túto úlohu je potrebný zvláštny nástroj z dôvodu, že ako sme si v kapitole 1.2 
povedali, u archeí neexistujú pravidelné, opakujúce sa motívy, kam by sa naviazali enzými, 
ktoré iniciujú replikáciu Orc1/Cdc6. Nasledujúcim krokom je detekcia zhlukov ORB pozdĺž 
sekvencie DNA. Posledným krokom je vytvorenie Z-krivky zo zadanej sekvencie, rovnako ako 
tomu je u analýzy bakteriálnej DNA a detekcia oriC úseku v sekvencií DNA. 
Ori-Finder 2 dosahuje vysokej presnosti detekcie oriC u organizmov, ktoré majú najviac 
jeden replikačný počiatok. Ako však už z kapitoly 1.2 vieme, čo sa týka procesu iniciácie 
replikácie týka, organizmy domény Archea sú akýmsi prechodovým mostíkom v evolúcií 
medzi baktériami a eukaryotickými organizmami. Odráža sa to hlavne v tom, že niektoré 
z týchto organizmov môžu mať aj viac replikačných počiatkov ako jeden. Tu naráža Ori-Finder 
na svoje hranice, pretože ako sme sa zo zdroja [23] dozvedeli, so zvyšujúcim sa počtom 
replikačných počiatkov, sa presnosť detekcie programu výrazne znižuje. 
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4 Navrhnutý nástroj na detekciu oriC – FindOri 
V nasledujúcej kapitole sa budeme venovať vlastnému návrhu nástroja na detekciu oriC 
v genómoch baktérií. Jedná sa o algoritmus, ktorý je rozdelený do piatich funkčných celkov. 
Algoritmus je napísaný v programovacom jazyku R [27] a figuruje ako balík piatich funkcií, 
z ktorých každá vykonáva jednotlivý krok detekcie. Tento balík funkcií je nahratý na portáli 
Github, z ktorého je voľne stiahnuteľný a následne užívateľný hocikým z komunity užívateľov 
programovacieho jazyka R. Funkčnosť vytvoreného balíka funkcií je závislá na prítomnosti 
v počítači a načítaní dvoch ďalších balíkov funkcií, ktorými sú balík funkcií Biostrings 
a quantmod. Je to kôli tomu, že na niektoré úkony pri detekcií replikačných počiatkov sa 
používajú funkcie, ktoré sú súčasťou týchto balíkov.  
V navrhovanm prístupe sú použité dve rôzne metódy výpočtu numerických 
reprezentácií zo znakových sekvencií genómov baktérií. Jedná sa o numerickú reprezentáciu Z-
krivkou, ktorá je popísaná v kapitole 2.5 a o numerickú reprezentáciu fázovým signálom, 
z kapitoly 2.4. Ako už bolo spomenuté, navrhnutý prístup sa skladá z piatich celkov. Tieto celky 
sú funkciami detekčného algoritmu, ktoré na seba chronologicky nadväzujú. Jedná sa o hlavnú 
funkciu FindOri, a funkcie Zcurve, OriStart, faza a DnaABoxy. V nasledujúcich podkapitolách 
by som sa chcel venovať detailnejšiemu popisu princípov jednotlivých funkcií a popísať 
výstupy algoritmu ako celku. 
4.1 FindOri 
Funkcia FindOri je hlavnou, riadiacou funkciou, ktorú voláme pre spustenie detekčného 
algoritmu. Vstupom tejto funkcie a teda aj celého algoritmu je len sekvencia genómu vo 
formáte DNAString, v ktorej chceme úsek oriC vyhľadať. Funkcia FindOri má na starosti 
chronologické volanie ostatných funkcií, získavanie z jednotlivých krokov dáta, ktoré posúva 
ako výstupné premenné ostatným funkciám a zobrazuje ich. Výstupnými premennými sú údaje 
v tomto poradí: 
1. OriStart – pozícia v genóme, kde sa nachádza začiatok nadetekovaného úseku oriC, 
2. OriEnd – pozícia v genóme, kde sa nadetekovaný úsek oriC končí, 
3. OriLength – dĺžka nadetekovaného oriC úseku, 
4. OriGCcontent – percentuálny obsah G – C komplementárnych báz v oriC úseku, 
5. OriATcontent – percentuálny obsah A – T komplementárnych báz v oriC úseku, 
6. Min – pozícia minima Z-krivky v genóme organizmu, 
7. Poz – vzdialenosti jednotlivých detekovaných DnaA-boxov od začiatku úseku oriC, 
8. DnaACount – počet detekovaných DnaA-boxov, 
9. Ori – nukleotidová sekvencia celého oriC úseku. 
Premenné OriStart, OriEnd, OriLength, OriGCcontent, OriATcontent, Min 
a DnaACount sú vo výtupe funkcie FindOri zobrazené v matici, kde je každá z výstupných 
hodnôt označená svojím názvom a táto matica tak predstavuje prehľadnú formu výstupu. 
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Vektor Poz je potom zobrazený pod touto maticou ako vektor s názvom DistDnaA a pod ním 
je potom zobrazená celá sekvencia oriC. 
Poradie, v ktorom, volá ostatné funkcie a teda určuje poradie krokov detekcie, je nasledovné: 
1. Zcurve – výpočet Z-krivky vstupného genómu, 
2. OriStart – detekcia začiatku hľadaného oriC, 
3. Faza – výpočet fázového signálu celého genómu 
4. DnaABoxy – detekcia DnaA-boxov pomocu korelácie fázového signálu slova ideálneho 
DnaA-boxu, získaného z genómu baktérie E.coli, s fázovým signálom z genómu, od 
detekovaného začiatku úseku oriC. Algoritmus sa ukončí na konci posledného DnaA-
boxu z detekovaného zhluku úsek oriC a získa tak pozíciu konca oriC. 
Funkcia FindOri obsahuje aj ošetrenie pre prípad, keď užívateľ aplikuje navrhovaný 
program na genóm, ktorý už je prerovnaný tak, aby začínal v úseku oriC. Toto sa prejaví na 
genóme tak, že sa jeho minimum Z-krivky bude nachádzať na začiatku, alebo na konci genómu. 
Ošetrenie preto prebehne hneď po výpočte Z-krivky funkciou Z-curve a v prípade, že sa 
detekované minimum Z-krivky nachádza bližšie ako 4000 bp k začiatku, alebo ku koncu, tak 
sa program ukončí a vypíše hlášku “Genome already starts in oriC location” (preklad: “Genóm 
sa už začína v úseku oriC”). 
Mimo všetky tieto úkony ešte funkcia FindOri prekonvertováva nukleotidovú sekvenciu DNA 
z dátového typu DNAString, na character, čo bude potrebné pre výpočty funkcií Oristart a faza. 
Každý symbol nukleotidu je v tomto vektore oddelený medzerou a je vložený do úvodzoviek. 
4.2 Zcurve 
Ako prvá funkcia, ktorú funkcia FindOri volá, je funkcia Zcurve. Ako už z názvu vyplýva táto 
funkcia má na starosti výpočet numerickej reprezentácie Z-krivky zo vstupného genómu. 
Vstupom pre túto funkciu je genóm, ktorý bol zadaný ako vstup pre funkciu FindOri a 
výstupom funkcie je premenná Min, ktorá má v sebe uloženú pozíciu hodnoty, kde krivka GC-
disparity, získaná prepočtom zo Z-krivky (viď. Kapitola 2.5), dosahuje svoje minimum a 
zároveň sa celá vypočítaná krivka zobrazí ako ďalší graf. Výstupná premenná je potom 
rovnomenne uložená vo funkcií FindOri a ďalej používaná ostanými funkciami. 
Bolo by ešte na mieste popísať dôvod použitia práve Z-krivky a z nej vypočítanej krivky 
GC-disparity na účely detekcie približnej polohy úseku oriC v celom genóme. Ak si porovnáme 
totiž signály získané ako krivku GC-disparity na Obr. 10 a krivku kumulovanej faze na 
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Obr. 6, zdajú sa obe krivky rovnaké a zdá sa,ze ich minimum sa nachádza na približne rovnakej 
pozícií. 
Vynára sa teda otázka, prečo nepoužiť na detekciu práve kumulovanú fázu genómu, keď 
v ďalších krokoch sa bude ajtak ešte používať fázový signál a teda by to urýchlilo výpočtovú 
rýchlosť programu. Odpoveďou na túto otázku je to, že pozícia minima kumulovanej fáze a 
krivky GC-disparity sa nenachádza na tom istom mieste. Je to síce pohľadom na tieto krivky 
nezistiteľné, ale pravdou je, že minimum kumulovanej fáze je, v závislosti na obsahu 
komplementárneho páru báz A – T v celej dĺžke genómu, posunuté o rôzny počet párov báz, 
pretože v tejto krivke je obsiahnutá ako informácia o obsahu komplementérnych párov báz G – 
C, tak aj o obsahu komplementárnych báz A – T. Keďže je ale poloha oriC vo väčšine prípadov 
niekde v miestach, kde je minimálny obsah komplemetárnych párov báz G – C, je pre nás krivka 
kumulovanej faze mätúca. 
4.3 OriStart 
Funkcia OriStart je zodpovedná za detekciu začiatočnej pozície úseku oriC. Detekcia začiatku 
úseku oriC je najdôležitejšou časťou celého algoritmu, keďže všetky ostatné výpočty sa 
opierajú o tento začiatok. Detekcia začiatku oriC je postavená na poznatku o štruktúre oriC, 
ktorá je popísaná v kapitole 1.1 a je schematicky znázornená na 
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Obr. 1. OriC sa skladá z dvoch hlavných častí – úsek bohatý na A – T komplementárne báze a 
úsek s väzbovými miestami pre molekuly proteínu DnaA, tzv. DnaA-boxmi. Ak chceme teda 
detekovať začiatok úseku oriC, musíme nájsť oblast bohatú na A – T komplementárne páry báz. 
Vstupom funkcie je znaková sekvencia, prevedená do dátového typu character a premenná Min, 
ktorá bola získaná v predchádzajúcom kroku, výpočtom vo funkcií Zcurve. Minimum krivky 
GC-disparity, ktorá sleduje obsah bázového páru G – C, znamená, že na tejto pozícií je obsah 
týchto párov nejmenší. Všeobecne to znamená prítomnosť hľadaného oriC úseku, preto ďalšiu 
detekciu algoritmus obmedzuje na úsek okolo pozície tohto minima,kde bude oriC vyhľadávať. 
Keďže, ako bolo spomenuté, začiatočný úsek oriC sa vyznačuje vysokým obsahom párových 
báz A – T, budeme vypočítavať pomer zastúpenia tohto páru oproti bázovému paŕu G – C, čo 
sa dá vyjadriť pomocou vzťahu: 
  𝐴𝑇 =
𝐴+𝑇
𝐺+𝐶
, (15) 
kde G je počet báz Guanínu, C je počet báz citozínu, A je počet baz Adenínu a T je počet báz 
Tymínu v danom okne. 
Keby sme teda narazili na takýto úsek, mal by sa prejaviť v krivke výrazným peakom a práve 
tento peak je predmetom vyhľadávania algoritmu. Peak výraznej prevahy A – T párov je 
dominantným peakom v krivke AT a teda ho môžeme brať ako maximum krivky AT, ako to 
môžme vidieť na Obr. 21: Krivka AT organizmu Acetobacter pasteurianus. Hodnoty krivky 
AT sú získavané vypočtom v plávajúcom okne, o dĺžke 50 znakov, ktoré má v začiatočnej 
pozícií stred práve v pozícií Min. Okno sa pri výpočte spočiatku posúva smerom doľava, k 
nižším hodnotám pozícií nukleotidov. Ak má v sledovanej časti DNA prevládať bázový pár A 
– T, musí byť hodnota pomeru zo vzťahu (6) vyššia ako 1. 
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Obr. 21: Krivka AT organizmu Acetobacter pasteurianus 
Existujú tri možnosti, ktoré môžu nastať pri detekcií tohto peaku, vzhľadom na jeho 
polohu od minima krivky GC-disparity. Buď bude hľadaný peak vo vyhľadávacom smere, v 
ktorom sa pohybuje okno, teda naľavo od minima, môže byť práve v mieste minima, alebo sa 
peak môže nachádzať vpravo od minima. Problém pre algoritmus môže znamenať práve 
posledná možnosť, kedy sa AT-peak nachádza presne v opačnom smere akým postupuje okno 
naprieč sekvenciou. Tento problém je vyriešený tak, že v prípade, že sa na krivke AT neobjaví 
hľadaný peak a teda hodnota pomeru bude stále pod hodnotou 1, tak po dvoch iteráciách 
programu, čo znamená, že krivka bude mať dĺžku 2000 nukleotidov, sa program zastaví, 
hodnota začiatku, od ktorého sa AT-krivka vypočítava, sa posunie o 100 nukleotidov doprava 
a celý výpočet prebieha znovu. Toto sa opakuje stále dokola, kým algoritmus na AT-peak 
nenarazí, čo spravidla netrvá dlho, pretože tým, že okno začína v pozícií minima GC-disparity, 
je zabezpečené, že výpočet krivky AT začína v oblasti bohatej na bázové páry A – T. Ako 
začiatok úseku oriC považujeme práve tú pozíciu v AT-krivke, ktorá má, ako posledná, hodnotu 
vyššiu, alebo rovnú jednej, vpravo od maxima AT-peaku. 
Tento algoritmus bolo potrebné po ďalšom testovaní vylepšiť, keďže sa preukázalo, že 
zvolený prístup má výrazný nedostatok pri genómoch, ktoré majú vysoký obsah A – T párov 
naprieč celým genómom. To spôsobovalo, že hodnoty AT-krivky sa držali trvalo nad hodnotou 
1 a nikdy sa nedostali pod ňu. Výrazný AT-peak sa ale v hľadanom mieste ajtak ukázal a teda 
bol ľahko detekovateľný. V takomto prípade, keď sa ani minimum AT-krivky nedostane pod 
hodnotu 1, algoritmus nadetekuje pomocou funkcie findPeaks z knižnice quantmod všetky 
peaky a vyberie z nich ten najvyšší a považuje ho za hľadaný AT-peak. Ako začiatok úseku 
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oriC je potom považovaná pozícia v genóme, ktorá sa nachádza medzi AT-peakom a peakom 
nachádzajúcim sa za ním a je zároveň minimom v tejto oblasti. 
Výstupom funkcie OriStart je premenná s uloženou pozíciou začiatku oriC v genóme. 
4.4 Faza 
V ďalšom kroku je hlavnou funkciou volaná funkcia faza. Táto funkcia má za úlohu vypočítať 
fázový signál zo znakovej sekvencie, ktorá je v dátovom type character. Výpočet fázového 
signálu je popísaný v kapitole 2.4. 
Fázový signál bude použitý ďalej na detekciu DnaA-boxov v sekvencií DNA pomocou 
korelácie. Na tieto účely bude pre nás fázový signál ideálny, keďže sa jedná v podstate len o 
prevod znakovej sekvencie do číselnej, s tým, že jednotlivé čísla reprezentujú jednotlivé znaky. 
Tak sme potom schopní detekovať pomocou korelácie mieru zhôd jednotlivých slov v 
sekvencií, čo bude podrobnejšie popísné v nasledujúcej kapitole. 
 Výstupom tejto funkcie je výstupná premenná Faza, ktorá je vektorom vypočítaných 
hodnôt. 
4.5 DnaABoxy 
Poslednou funkciou, ktorá sa podiela na detekcií úseku oriC je funkcia DnaABoxy. Táto funkcia 
je zodpovedná za detekciu zhlukov DnaA-boxov v sekvencií od detekovaného začiatku oriC, 
smerom k vyšším indexom pozícií nukleotidov. Vstupom funkcie DnaABoxy je teda 
detekovaný začiatok oriC, ktorý je uložený v premennej OriStart a vypočítaný fázový signál, o 
ktorý sa postarala predchádzajúca funkcia faza. 
Detekcia DnaA-boxov je postavená na výpočte korelačného signálu medzi fázovým 
signálom sekvencie genómu a fázovým signálom ideálneho DnaA-boxu, ktorý bol popísaný v 
kapitole 3.2, a je vypočítavaný Pearsonovým korelačným koeficientom. Výpočet korelačného 
signálu prebieha tak, že sa kratší fázový signál o deviatich vzorkách “posúva”od začiatku 
detekovaného oriC po jednom vzorku smerom k vyšším indexom nukleotidov a pri každom 
“posunutí” sa vypočíta Pearsonov korelačný koeficient, podľa vzťahu: 
 𝑟 =  
∑(𝑥−?̅?)(𝑦−?̅?)
√∑(𝑥−?̅?)2 ∑(𝑦−?̅?)2
, (16) 
kde x sú vzorky fázového signálu genómu, ?̅? je priemerná hodnota vzorkov vo 
vypočítavanom okne, y sú vzorky fázového signálu DnaA-boxu a ?̅? je priemerná hodnota 
fázového signálu DnaA-boxu. Vypočítaný korelačný signál môžme vidieť na Obr. 22: 
Korelačný signál získaný pomocou funkcie DnaABoxy pri detekcií oriC genómu organizmu 
E.coli. 
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Obr. 22: Korelačný signál získaný pomocou funkcie DnaABoxy pri detekcií oriC genómu organizmu E.coli 
Hodnoty Pearsonovho korelačného koeficientu sú v množine hodnôt 〈−1,1〉, kde 1 značí 
úplnú zhodu dvoch signálov a hodnotu -1 môžeme interpretovať ako úplnú zhodu signálu, ktorý 
má tie isté hodnoty, len ich poradie je opačné. Hodnota Pearsonovho korelačného koeficientu 
by teda pre dve zhodné slová mala byť rovná jednej a keď porovnáme slovo nukleotidov s jeho 
reverzne komplemetárnym slovom nukleotidov, mal by sa rovnať hodnote -1. Tento fakt je 
dôležité si pri detekcií DnaA-boxov z korelačného signálu uvedomiť, pretože to v praxi 
znamená, že pri detekcií musíme brat ohľad ako na hodnoty väčšie ako 0, tak aj na hodnoty 
menšie ako 0. 
V súbore formátu FASTA sa nachádza vždy len jedno z komplementárnych vláken 
molekuly DNA, ktorá je v skutočnosti dvojreťazcom. Hľadaný DnaA-box sa teda môže 
nachádzať na jednom z vláken, či už na tom, ktoré máme uložené v súbore, alebo na jemu 
komplemetárnom vlákne. Dve vlákna molekuly DNA sú si nie len komplementárne, aj reverzné 
a teda, keď sa DnaA-box nachádza na druhom vlákne, reverzne komplemetárnom uloženému 
vláknu, na uloženom vlákne sa to prejaví ako reverzne komplementárne slovo DnaA-boxu a 
teda korelačný koeficient bude nadobúdať hodnotu -1. 
Samotná detekcia DnaA-boxu prebieha tak, že sa určí veľkosť prahu v kladných 
hodnotách a veľkosť prahu v záporných hodnotách. Na pozícií, kde korelačný koeficient 
hodnotu jedného z týchto prahov prekročí, sa detekuje začiatok DnaA-boxu. 
V genóme hľadáme slovo nukeotidov DnaA-boxu s maximálnou odchýlkou v jednom 
znaku. Odchýlka jedného znaku sa prejaví vo fázovom signále ako zmena jednej hodnoty a tým 
sa hodnota korelačneho koeficientu zníži na hodnotu 0,92, podľa čoho by sa hodnoty daných 
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prahov dali nastaviť na túto hodnotu, vzhľadom na požiadavky detekcie. V praxi sa ale overili 
ako lepšie hodnoty prahov hodnoty ±0,75, ktoré boli získané porovnaním počtov detekovaných 
DnaA-boxov, ktoré detekoval program Ori-Finder v referenčnom genome baktérie E.coli. 
Prenastavenie hodnôt prahov z hodnôt ±0,92 bolo potrebné kôli príliž nízkemu počtu 
detekovaných DnaA-boxov pri tomto nastavení hodnoty prahu. 
Koniec oriC detekujeme vtedy, keď funkcia objaví zhluk DnaA-boxov, v ktorom DnaA-
boxy nie sú od seba vzdialené viac ako 100 bp a presná pozícia konca oriC sa berie ako koniec 
posledného detekovaného DnaA-boxu. 
Funkcia DnaABoxy funguje teda tak, že vypočítava popísaným spôsobom korelačný 
signál a detekuje prechody hodnôt prahu a v týchto miestach určuje pozície DnaA-boxov, 
vzhľadom ku začiatku oriC z funkcie OriStart. Na začiatku sa signál počíta na úseku dlhom 
300 bp, v ktorom detekujeme zhluk DnaA-boxov. Môže nastať teda situácia, kedy posledný 
detekovaný DnaA-box bude na konci sekvencie, v ktorej korelačný koeficient vypočítavame a 
teda nevieme jednoznačne potvrdiť, či sa tu nachádza koniec oriC. V takomto prípade sa 
sekvencia, v ktorej vypočitavame korelačný signál predĺži na takú dĺžku, aby bola splnená 
podmienka, že sa posledný detekovaný DnaA-box nachádza 100 bp od konca signálu. Ak sa v 
pribudnutej časti signálu detekuje ďalší DnaA-box, proces sa opakuje, až kým v pribudnutej 
časti nebude detekovaný žiadny DnaA-box. Ak sa to stane, môžeme s istotou povedať, že daný 
zhluk DnaA-boxov sa ukončil a posledný detekovaný DnaA-box je koncom úseku oriC. 
Ďalším problémom, s ktorým sa môžeme pri detekcií stretnúť je, že hodnoty 
korelačných peakov nie sú dostatočne vysoké a nedetekujeme žiaden zhluk DnaA-boxov, ani 
keď sekvenciu predĺžime nad maximálnu dĺžku, akú úsek oriC môže dosahovať, teda na 1000 
bp. Ak funkcia narazí na takýto problém a nedetekuje žiadny zhluk ani po predĺžení sekvencie 
na 1000 bp, nastane automatická úprava hodnôt prahov. Hodnota kladného prahu sa zníži o 
0,02 a hodnota záporného prahu sa zvýši o 0,02 a celý proces detekcie začína od začiatku. 
Výstupom funkcie DnaABoxy sú dve premenné. Jednou je pozícia konca úseku oriC a 
druhou je zoznam vzdialeností detekovaných DnaA-boxov od začiatku úseku oriC. 
  
39 
 
4.6 Diskusia výsledkov 
Navrhnutý nástroj FindOri na detekciu oriC úsekov v genómoch baktérií bol použitý na na 100 
kompletných genómoch, vybraných náhodne z databáze Genbank. Na tie isté genómy bol 
potom použitý aj nástroj na detekciu oriC úsekov Ori-Finder. Táto časť práce bude venovaná 
vyhodnoteniu získaných dát z porovnania detekcií oboch programov.  
Program Ori-finder má niekoľko nastaviteľných parametrov, ktoré nastavujeme ešte 
pred spustením detekcie. Medzi ostatnými je nastaviteľný špecifický vyhľadávaný DnaA-box 
a to buď tak, že užívateľ vyberie jeden z ponúkaných druhov baktérií, podľa toho, z akej 
baktérie genóm pochádza, alebo má užívateľ možnosť si zadať vlastný DnaA-box, ktorý má 
algoritmus vyhľadávať. Ďalším dôležitym parametrom je potom maximálny počet znakov, 
v ktorých sa môže detekovaný DnaA-box líšiť od toho vyhľadávaného. Užívateľ má na výber 
z troch možností a to, či chce, aby algritmus detekoval DnaA-boxy s maximálnou odchýlkou 0, 
1, alebo 2 znaky. Pre získanie objektívnych výsledkov porovnávania navrhnutého nástroja 
FindOri s Ori-Finderom, bolo pri nastavovaní týchto vstupných parametrov vždy zachované 
nastavenie ideálneho DnaA-boxu bakteriálneho druhu Escherichia coli a počet odchýliek 
v znakoch DnaA-boxov bol nastavený na maximum, teda na 2 znaky.  
Porovnanie dvoch programov bolo vyhodnotené tak, že boli zaznamené pozície 
detekovaných oriC úsekov v genómoch jedným, aj druhým programom, bola vypočítaná 
diferencia detekovaných začiatkov a koncov oriC úsekov a potom boli tieto diferencie 
prevedené na percentá vzhľadom na dĺžku genómu. 
Za úspešnú, teda True Positive (TP), detekciu považujeme detekciu, kedy rozdiel medzi 
detekovaným začiatkom, alebo koncom oriC úseku nepresahuje 0,5 % celkovej dĺžky genómu. 
Takýchto prípadov je celkovo 66. V prípade, že daná diferencia presahuje stanovených 0,5%, 
považujeme túto detekciu za neúspešnú a teda za detekciu False Negative (FN). Neúspešných 
detekcií bolo celkovo 32. Objavili sa ale aj prípady, kedy algoritmus Ori-finderu za daných 
nastavení nedetekoval v genóme žiadne oriC, pričom v tom istom genóme bola detekcia 
algoritmom FindOri pozitívna. Takýchto prípadov bolo celkom 2 a v každom z nich trvala 
detekcia algoritmom FindOri neobvykle dlho. Takéto prípady štatisticky vyhodnocujeme ako 
False Positive (FP) detekciu. Ako True Negative (TN) detekciu by sme mohli označiť detekciu, 
kedy by ani Ori-Finder, ani FindOri oriC neobjavili. Takýto prípad ale nenastal ani raz. 
V ďalšom by som sa chcel venovať výpočtom parametrov, ako sú senzitivita, pozitívna 
prediktivita a presnosť. Parameter špecifita bol vynechaný z toho dôvodu, že značí presnosť 
negatívnej detekcie oriC úseku, čo ale počas testovania nikdy nenastalo. Senzitivita v našom 
prípade značí prestnosť detekcie oriC navrhnutým algoritmom FindOri. Ako referenčnú pozíciu 
oriC berieme pozíciu oriC, ktorú detekoval algoritmus Ori-Finder. Vypočítava sa podľa vzťahu 
 𝑠𝑒𝑛𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎 =
𝑇𝑃
𝑇𝑃+𝐹𝑃
, (17) 
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kde TP je počet True Positive detekcií a FP je počet False Positive detekcií. Po dosadení 
hodnôt, ktoré boli spomenuté v predchádzajúcom odstavci nám vyjde senzitivita na 68 %. To 
znamená, že 68 % detekovaných oriC úsekov bolo algoritmom FindOri detekovaných správne. 
Ďalším parametrom je pozitívna prediktivita. Tento parameter udáva, koľko percent 
detekovaných oriC je naozaj oriC úsekom. Vypočítava sa pomocou vzťahu 
 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎 =
𝑇𝑃
𝑇𝑃+𝐹𝑃
, (18) 
kde TP je počet True Positive detekcií a FP je počet False Positive detekcií. Opäť po 
dosadení vyššie udaných hodnôt dostávame 97,1% hodnotu pozitívnej prediktivity. 
Čo sa týka presnosti algoritmu, tak tá udáva, s akou pravdepodobnosťou program 
správne detekoval oriC úsek v testovanom počte genómov. Vypočítame ju ako 
 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑛𝑜𝑠ť =
𝑇𝑃+𝑇𝑁
𝑁
, (19) 
kde TP je počet True Positive detekcií, TN je počet True Negative detekcií a N je 
celkový počet testovaných genómov. Po dosadení do vzťahu (19) získavame 66% presnosť. 
Ďalším záverom, ku ktorému môžeme na základe výsledkov testovania dôjsť je, že 
presnosť detekcie oriC algortimom FindOri je vysoko závislá na linearite krivky GC-disparity. 
Z testovaných 100 genómov bolo 19 prípadov, kedy vykreslovaná krivka GC-disparity nemala 
lineárny tvar a v 74 % z týchto prípadov bolo percento vzdialeností dvoch detekovaných oriC 
oproti dĺžke genómu väčšie ako bola stanovená medz úspešnosti detekcie. Toto môžeme vidieť 
aj na Obr. 23, na ktorom je zobrazený histogram počtov genómov, u ktorých bolo percento 
vzdialenosti oriC detekovaných oboma algoritmami vzhľadom na dĺžku genómu rozdelené do 
niekoľkých skupín. 
  
Obr. 23: Počty diferencií v pásmach percentuálnych diferencií u nelinárnych genómov 
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Na ďalšom histograme, ktorý môžeme vidieť na Obr. 24: Počty diferencií v pásmach 
percentuálnych diferencií u linárnych genómov: Počty diferencií v pásmach percentuálnych 
diferencií u linárnych genómov a ktorý je vytvorený analogicky k predchádzajúcemu 
histogramu je vidieť, že počet úspešných detekcií, teda počet genómov v prvej skupine, je 
výrazne vyšší ako počet genómov neúspešných detekcií vo všetkých ostatných skupinách. 
Z tohto teda môžeme usúdiť, že detekcia navrhovaným prístupom je efektívna len pre genómy, 
ktorých krivka GC-disparity má lineárny tvar. 
 
Obr. 24: Počty diferencií v pásmach percentuálnych diferencií u linárnych genómov 
Počas testovania a porovnávania navrhovaného algoritmu FindOri s algoritmom 
OriFinder sa objavilo aj niekoľko sporných detekcií na strane Ori-Findera. Zo všetkých 
takýchto detekcií sa zdala najzaujímavejšia práve detekcia oriC v genóme bektérie 
Sandaracinus amylolyticus. Výstup programu Ori-Finder môžeme vidieť na Obr. 25: Výstup 
programu Ori-Finder pri detekcií oric v genóme organizmu Sandaracinus amylolyticus.  
V tomto prípade program Ori-Finder nedetekoval žiadne oriC v genóme tohto 
organizmu, ajkeď môžme jasne vidieť, že našiel v genóme miesta s veľkými zhlukmi DnaA-
boxov. Pravdou je, že Z-krivka genómu je zjavne zašumená, čo presnú detekciu oriC sťažuje, 
ale miesta, ktoré by sa dali označiť ako potenciálnymi oriC úsekmi programom Ori-Finder tak 
neboli z nejakého dôvodu vyhodnotené. 
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Obr. 25: Výstup programu Ori-Finder pri detekcií oric v genóme organizmu Sandaracinus amylolyticus 
Jedným zo zaujímavých pozorovaní je aj fakt, že dĺžka replikačných počiatkov 
detekovaných algoritmom Find Ori pri testovaní vo väčšine genómov bola okolo hodnoty 300 
bp. Pravdaže sa objavovali aj dlhšie, či kratšie replikačné počiatky, ale približne v 60 % 
prípadov bola ich dĺžka okolo 300 bp. Dĺžky replikačných počiatkov detekovaných algoritmom 
Ori-Finder však takúto tendenciu nemali. 
Ďalším, nemenej dôležitým výsledkom, o ktorom je potrebné sa zmieniť, je čas detekcie. 
Detekcia programu Ori-finder sa z chronologickeho hľadiska skladá z dvoch častí a to z 
uploadovania súboru, v ktorom je uložený genóm, na server, na ktorom sa Ori-finder nachádza 
a potom následná vlastná detekcia oriC v genóme. Z celého procesu detekcie najviac času 
zaberá prvá časť, kedy sa súbor so sekvenciou uploaduje na server Ori-findera. Celkový čas 
detekcie je potom závislý hneď od niekoľkých faktorov. Týmito faktormi sú: rýchlosť 
internetového pripojenia užívateľa, veľkosť súboru, v ktorom je sekvenia genómu uložená a 
celková dĺžka genómu. Preto sa časy detekcie môžu výrazne líšiť od jedného genómu k 
druhému. Čo sa ale priemerného času detekcie týka, tak po spriemerovaní všetkých časov 
detekcií, ktoré boli pri testovaní urobné, vyšiel priemerný čas detekcie 50,21 sekundy. 
Navrhnutý nástroj FindOri sa ale v priebehu testovania osvedčil ako celkovo rýchlejším 
algoritmom. V prvom rade odpadáva potreba uploadovania genómu na server. Užívateľ musí 
len do premennej uložiť sekvenciu nukleotidov genómu, v ktorom chce detekciu urobiť a jediná 
vec, ktorá mu ostáva, je už len volanie funkcie FindOri s danou premennou, obsahujúcou 
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genóm ako vstup a algoritmus ihneď spustí detekciu. Čas detekcie navrhnutého algoritmu nie 
je závislý na veľkosti genómu, ale je závislý na dvoch faktoroch. Jedným je to, ako ďaleko sa 
od minima krivky GC-disparity nachádza AT-peak krivky AT, ktorý sme si popisovali v 
kapitole 4.3 a druhým faktorom je počet iterácií, ktoré musí funkcia DnaABoxy urobiť, aby 
našla koniec detekovaného oriC. V konečnom dôsledku by ale čas detekcie nemal presiahnuť 
25 sekúnd, s tým, že priemerný čas detekcie počas testovania bol 12,68 sekundy.  
Posledným faktom, ktorý stojí za zmienenie je, že výhodou navrhnutého nástroja na 
detekciu oriC oproti už existujúcemu Ori-Finderu je, že program FindOri nevyžaduje žiadne 
vstupné parametre, ktoré by musel užívateľ nastavovať. Je to plne automatický program, kedy 
užívateľ na vstup program zadá len sekvenciu genómu, ktorá musí byť uložená v dátovom type 
DNAString, čo je dátovým typom balíku funkcií Biostrings a po spustení funkcie FindOri, 
algoritmus už robí všetko za užívateľa a na konci už len zobrazí všetky potrebné parametre, 
ktoré sa detekovaného oriC týkajú. 
 Naproti tomu však u programu Ori-Finder musí užívateľ pred spustením detekcie 
definovať niekoľko parametrov a v prípade, že pri danom nastavení algoritmus nedetekuje 
žiadny vyhovujúci oriC úsek, program na výstupe ukáže, že detekoval oriC o dĺžke 0 bp a 
všetky parametry oriC vypíše ako nulové a užívateľ je nútený prenastaviť vstupné parametre a 
spustiť detekciu odznova. K tomu sa ešte pridáva fakt, že ako už bolo v predchádzajúcom 
odstavci spomenué, celkový čas, ktorý Ori-Finder potrebuje od spustenia detekcie po 
zobrazenie výsledku detekcie je podstatne dlhší ako čas, ktorý na ten istý úkon potrebuje 
algoritmus FindOri.  
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Záver 
V tejto práci sme splnili ciele, ktoré boli vytýčené v úvode práce. Prvá kapitola bola venovaná 
samotnému procesu iniciácie replikácie. Popísali sme si, ako tento proces prebieha 
u organizmov domény Bacteria a u organizmov domény Archea. Zistili sme, že tieto procesy 
u baktérií a archeí majú spolu niekoľko analógií, no v mnohom sa líšia, ba dokonca tento proces 
u archeí nie je úplne prebádaný. 
V ďalšej kapitole boli popísané rôzne druhy numerických reprezentácií a boli 
zhodnotené prípadné použitie na účely detekcie replikačných počiatkov – oriC úsekov 
bakteriálnych genómov. 
V kapitole 3 boli popísané všeobecné princípy detekcie oriC v genómoch baktérií a 
rovnako v nej boli aj zhrnuté informácie o všetkých doteraz známych nástrojoch, ktoré sú 
priamo robené na detekciu oriC, alebo by sa dali nepriamo na tento účel využiť. 
V poslednej, štvrtej kapitole, bola popísaná vlastná navrhnutá metóda detekcie oriC, 
nástrojom FindOri, v bakteriálnych genómoch. Táto metóda bola otestovaná na súbore 100 
náhodne vybraných bakteriálnych genómoch a pozície detekovaných oriC úsekov boli 
porovnané s detekovanými pozíciami oriC, ktoré detekoval internetovy nástroj– Ori-Finder. 
Výsledky porovnania, ako aj niektoré ďalšie parametre detekcie boli potom v poslednej časti 
tejto kapitoly štatisticky vyhodnotené. Bolo upozornené aj na niektoré výhody navrhnutého 
násroja FindOri oproti nástroju Ori-Finder. 
Na záver tejto práce by bolo vhodné všeobecne vyhodnotiť navrhnutý nástroj FindOri. 
Navrhnutý nástroj má svoje nevýhody. Medzi ne patrí hlavne fakt, že tento nástroj je vhodný 
na detekciu oriC úsekov v genómoch baktérií, ktorých celogenómová krivka GC-disparity má 
lineárny tvar, alebo ho aspoň aproximuje. Čím sa však tvar tejto krivky viac odchyluje od 
linearity, tým viac klesá presnosť detekcie. 
Ďalším nedostatkom, ktorý navrhovaná metóda detekcie oriC má, je ten, že sa táto 
metóda opiera vždy o minimum krivky GC-disparity a detekované oriC sa teda spravidla 
nachádza v širšom, alebo užsom okolí tohto minima, čo však nemusí byť vždy pravdou.  
Neskutočnou výhodou navrhnutého prístupu je celková rýchlosť detekcie, ktorá je 
neporovnateľná s rýchlosťou detekcie internetového nástroja Ori-Finder a tak isto aj miera 
automatizácie navrhnutého algoritmu, kedy tento algoritmus nevyžaduje definíciu žiadných 
vstupných parametrov a  celú detekciu vykonáva plne automaticky, na rozdiel od nástroja Ori-
Finder. 
Výstupom tejto práce je teda kompletný balík funkcií FindOri, ktorý v sebe obsahuje 
funkcie na detekciu replikačných počiatkov v bakteriálnych genómoch a funkcie, ktoré po 
zadaní genómu na ich vstup, zobrazia jednotlivé numerické reprezentácie týchto genómov. Ku 
všetkým samostatne fungujúcim funkciám je poskytnutá aj dokumentácia, ktorá sa dá otvoriť 
ako help v programovacom rozhraní RStudio.  
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Zoznam použitých skratiek 
DNA – Deoxyribonukleová kyselina 
oriC – Origin of Chromosome Replication (preklad: „replikačný počiatok chromozómu“) 
ORC – Origin Recognition Complex (preklad: „komplex rozpoznávajúci replikačný počiatok“) 
pre-RC – pre-replikatívny komplex 
ORB – Origin Recognition Box (preklad: „motív, podľa ktorého sa rozpoznáva replikačný 
počiatok“) 
NCBI – National Center of Biology Infornation (preklad: „Národné Centrum pre Biologické 
Informácie“) 
CG-software – Comparative Genomics software 
FIMO – Find Individual Motif Occurrances 
TP – True Positive 
FN – False Negative 
FP – False Positive 
TN – True Negative 
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Zoznam príloh na priloženom CD 
1. Balík funkcií s názvom FindOri. 
2. Súbor readme.txt. 
3. Testovací genóm organizmu Escherichia Coli 
4. Dokumentácia ku všetkým samostatne fungujúcim funkciám balíku FindOri. 
